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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

 

Актуальность исследования. Технология мРНК-вакцин начала активно 

развиваться в начале нынешнего века и получила хороший стимул за счет развития 

технологий синтеза нуклеиновых кислот, расширения знаний о функционировании 

иммунной системы человека и успехов в синтезе вариантов молекул-доставщиков. 

Технология мРНК-вакцин была экстренно внедрена в борьбе с новой коронавирусной 

инфекцией и получила широкое признание за счет возможности проведения массовой 

вакцинации. Однако фундаментальные аспекты исходного конструирования структуры и 

функционирования мРНК в организме человека и животных остаются не до конца 

изученными. Иммунизация на основе РНК для профилактики инфекционных заболеваний 

считается привлекательной альтернативой традиционным вакцинам. РНК вызывает 

эффективный защитный иммунный ответ против различных патогенов и обладает целым 

рядом преимуществ по сравнению с аттенуированными и инактивированными вакцинами, 

а также вакцинами других форматов на основе НК. В частности, РНК неинфекционна, не 

интегрируется в ДНК, и в силу быстрой деградации в клетке активность РНК ограничена. 

РНК можно вводить повторно как для запуска, так и для усиления иммунного ответа. 

Кроме того, РНК взаимодействует с TLR-рецепторами в клетке-хозяине, тем самым 

усиливая ответ на кодируемый иммуноген.  

Для обеспечения структуры мРНК, наиболее эффективной в трансляции в 

эукариотических клетках, к последовательностям мРНК добавляют различные 5’- и 3’-

UTR последовательности из клеток модельных организмов. Наиболее часто 

используемыми при этом являются нетранслируемые последовательности гена 

человеческих а- и b-глобина [1], последовательности, основанные на IRES-элементах 

различных вирусов [2,3]. Добавление данных элементов в структуру мРНК позволяет 

поддерживать стабильность мРНК и их высокий уровень экспрессии, в частности за счет 

взаимодействия 5’- и 3’-элементов друг с другом [4]. Это способствует многократному 

увеличению уровня трансляции по сравнению с исходными последовательностями, что 

очень важно для образования достаточного уровня антител после введения препарата в 

организм. Перспективным направлением является поиск комбинаций регуляторных 

последовательностей с помощью методов машинного обучения, что позволяет определять 

влияние абсолютно новых нетранслируемых последовательностей на регуляцию 

экспрессии мРНК.  

Несмотря на большие достижения в оптимизации нуклеотидного состава мРНК и 

их последовательности, для их успешной таргетной доставки в конкретные клетки и ткани 



важна также оптимизация молекул-доставщиков. Эти соединения в комплексе придают 

мРНК оптимальную структуру и компенсируют естественный заряд нуклеиновых кислот 

[5], который может оказаться цитотоксичным и привести к нежелательным побочным 

эффектам на разных уровнях организации живых систем. Для получения мРНК-вакцин 

чаще всего используются соединения липидной либо полисахаридной природы, что 

связано с их высоким сродством к клеточной мембране и, как следствие, высокой 

проницаемостью. Соединения липидной природы входят в состав липидных наночастиц 

(LNPs), создающих плотную сферическую оболочку вокруг нуклеиновой кислоты. Среди 

соединений липидной природы, которые могут входить в состав липидных наночастиц, 

известны DOTMA, DOTAP, PLGA, и тд [6], являющиеся липофильными катионными 

частицами и в силу этого компенсирующими отрицательный заряд РНК и свободно 

транспортируемыми через билипидный слой. Более устойчивыми и эффективными на 

сегодняшний день признаны липидные наночастицы, содержащие ионизируемые липиды, 

меняющие заряд при изменении pH в клеточной среде на кислотный, что позволяет им 

становиться неуязвимыми для РЭС [7]. Трудоемким аспектом в подборе доставщиков 

любой природы является необходимость каждый раз подбирать оптимальное 

соотношение (мРНК:молекула-доставщик) для эффективного образования комплексов, с 

возможностью их обратимого распада в клетке с таргетным высвобождением 

действующих агентов.  

Важно отметить, при возникновении новых, потенциально пандемичных штаммов 

патогенов, огромное значение приобретает скорость изготовления новой вакцины, и РНК-

вакцины обеспечивают быстрое, экономичное, масштабируемое производство без 

использования клеточного и животного материала. Таким образом, РНК конструкции 

могут облегчить создание вакцин и потенциально обеспечить быстрый ответ на 

возникающие инфекции. Не менее важным этапом исследования будет анализ вариантов 

катионных липидов для доставки мРНК в клетки и в ткани живых организмов. Выбор 

наиболее эффективной комбинации структуры мРНК и липидного доставщика позволит 

провести исследования протективной способности таких препаратов на модели мышей. 

Для определения свойств определенного доставщика в комплексе с РНК при 

доставке in vitro или in vivo, в качестве модели используются мРНК репортерных генов, в 

частности, относятся гены люциферазы (люцифераза светлячка), зеленого 

флуоресцентного белка (GFP) и красного флуоресцентного белка (mKate) [8]. 

позволяющих проводить детекцию с получением четко дифференцированного сигнала и 

без использования дорогостоящих реагентов. Репортерные гены применяются в 



генетической инженерии в комбинации с целевыми генами в качестве селективных 

маркеров, для изучения доставки нуклеиновых кислот в органы, ткани. С их помощью 

возможно выявить силу промоторов, эффективность сигналов инициации трансляции и тд. 

В частности, репортерные гены используются для определения влияния структурных 

элементов мРНК на эффективность экспрессии в клетках человека . Уровень 

регистрируемого флуоресцентного или люминесцентного сигнала напрямую коррелирует 

с уровнем экспрессии гена и накоплением целевого белка. В экспериментах in vivo с 

помощью регистрации сигнала вследствие экспрессии мРНК репортерных генов возможна 

визуализация места доставки мРНК in vivo [9].  

По результатам подбора условий введения и формирования липоплексов и их 

доставки in vivo и in vitro на модели репортерных мРНК, можно сделать определенные 

выводы о подборе условий получения липоплексов для доставки вирусных РНК [1]. 

Интересным с точки зрения научной значимости является сравнение протективного 

действия индивидуальной мРНК, кодирующей гемагглютинин (HA) и вариантов 

композиции мРНК HA c мРНК белков NP и M1 – экспрессия структурных белков вируса 

гриппа может обеспечить более эффективный клеточный иммунный ответ.  

  



Цель и задачи исследования. 

• Цель - разработка стратегии синтеза и доставки функциональных мРНК со 

структурой, обеспечивающей эффективную трансляцию. 

• Задачи: 

1) Определить структуру мРНК, оптимальную для эффективной трансляции в клетках 

млекопитающих;  

2) Определить физико-химические характеристики изолированных катионных 

липосом 2X3-DOPE и 2X7-DOPE и липоплексов c мРНК, сформированных при 

разных соотношениях N/P;  

3) Выявить оптимальные концентрации мРНК и липосом для эффективной доставки и 

трансляции в клетках человека и мыши; 

4) Провести сравнительный анализ катионных липосом 2Х3-DOPE и 2X7-DOPE в 

качестве доставщиков мРНК в клетки млекопитающих.  



Научная новизна.  

В ходе данной работы были исследованы новые комбинации 5’- и 3’-

нетранслируемых областей, а именно 5’-UTR-4, сконструированная с помощью методов 

машинного обучения, как область, содержащая кодоны-оптимизированные для сборки на 

ней рибосомы и трансляционного аппарата, а также 3’-UTR AES-mtRNR1 – гибридная 

нетранслируемая область, состоящая из нетранслируемой 12S рРНК, кодируемой в 

митохондрии, и элемента, кодирующего энхансер андрогенного рецептора [10]. Также 

оценена эффективность нового доставщика липидной природы – 1,30-бис(холест-5-ен-3β-

илоксикарбиламино)-9,13,18,22-тетрааза-3,6,25,28-тетраоксатриоконтан 

тетрагидрохлорида (2Х7) – в разных соотношениях с липидом-хелпером DOPE и в 

сравнении с известными аналогами. В рамках работы была выбрана система доставки 

модельных репортерных мРНК на основе эффективных липосомальных комплексов, 

способных трансфицировать эукариотические клетки in vitro и in vivo. 

Теоретическая и практическая значимость исследования 

В данной работе проведен сравнительный анализ влияния стандартно 

используемых для повышения экспрессии мРНК 5’- и 3’-нетранслируемых областей β-

глобина и новой комбинации 5’- и 3’- нетранслируемых областей в составе структуры 

мРНК на экспрессию этих мРНК in vivo и in vitro, а также выявлены, синтезированы и 

проанализированы новые варианты доставщиков липидной природы. Результаты 

использования новых нетранслируемых областей в структуре мРНК, в комбинации с 

новыми таргетными доставщиками, могут позволить увеличить эффективность 

противовирусной мРНК-терапии и помочь в борьбе с появляющимися штаммами 

инфекций человека. 
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СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Материалы и методы исследования 

In Vitro Транскрипция 

мРНК, использованные в работе, были получены с помощью набора для in vitro 

транскрипции (Биолабмикс, Россия). Anti-Reverse Cap Analog (ARCA) (Биолабмикс, 

Россия) и псевдоуридинтрифосфат (Биолабмикс, Россия) были добавлены в реакционную 

смесь в ходе транскрипции для создания структуры РНК, повторяющей внутриклеточную. 

По окончании синтеза РНК, ДНК-матрицу разрушали с помощью ДНКазы I (Thermo 

Fisher Scientific, США). Для полиаденилирования 3’-конца синтезиоруемой РНК, 

использовали поли(А)-полимеразу из E. coli (New England Biolabs, США). Очистку 

продуктов проводили с помощью набора для очистки на колонках DR-50 (Биолабмикс, 

Россия).  

Измерение дзета-потенциала и размера липосом 

Для анализа физических характеристик формируемых липоплексов использовали 

Malvern Nanosizer (Malvern Instruments Ltd, Great Britain). Липоплексы формировали 

путем смешивания в равных объемах (25 мкл) липосом и водных растворов РНК. 

Формирование липоплексов проводили при 25°C. Для стабилизации 

комплексообразования, липоплексы растворяли в 1 мл воды, очищенной от нуклеаз 

(DEPC H2O). Для измерения физико-химических характеристик, 1 мл водного раствора 

липоплексов переносили в специализированную кювету для измерений. Размер и индекс 

полидисперсности (PDI) липоплексов измеряли в 3х биологических повторах путем 

динамического светорассеяния под углом 173° при температуре 25 °C. Обсчет 

вышеупомянутых параметров проводили с учетом 3х биологических повторов, данные 

представляли в виде среднего значения и стандартного отклонения.  

Клеточные линии, использованные в работе 

Клеточную линию HEK293T/17 приобретали у ATCC, CRL-11268. Клетки 

культивировали при 37⁰C в увлажненном инкубаторе с 5% CO2 в среде DMEM/F12 (1:1) с 

10% бычей фетальной сыворотки (FBS), 1x пируватом натрия, 1x Glutamax, 1x 

антибиотиком/антимикотиком, 1x NEAA (все реактивы производства Gibco, США). 

Трансфекция клеточных культур 

Трансфекцию проводили на модели клеточной линии HEK293T/17. Для этого, 

клетки культивировали для 60-70% плотности на среде, состав которой описан выше. Для 



исключения деградации РНК в составе липоплексов нуклеазами, клеточную среду меняли 

на среду без FBS с промежуточной промывкой клеток 1xPBS. Для формирования 

липоплексов, РНК и трансфектант доводили до 25 мкл с помощью PBS с дальнейшим 

смешиванием. Для формирования липоплексов, смесь инкубировали в течение 20 минут. 

Смеси, содержащие липоплексы, добавляли к не содержащей FBS среде с клеточной 

культурой и проводили трансфекцию в течение 5 часов. По окончании трансфекции среду 

меняли на FBS-содержащую.  

Проточная цитометрия 

Трансфекцию мРНК mKate2 проводили по вышеописанному протоколу для 24х-

луночного планшета. Спустя 24 часа после трансфекции клетки удаляли с поверхности 

лунок с помощью TrypLE (Gibco, США), центрифугировали в течение 5 минут при 500g, 

однократно промывали PBS и ресуспендировали в 1 мл PBS с 0.5% FBS. Для определения 

уровня экспрессии мРНК mKate2, производили настройки цитометра BD FACSCanto II 

(BD Bioscienses, США) для анализа 10000 событий в каждом образце клеток. 

Эффективность трансфекции по результатам проточной цитометрии определяли, 

основываясь на 2х параметрах – проценте трансфецированных клеток и средней 

интенсивности флюоресценции (MFI). Процент трансфецированных клеток был 

подсчитан как процент mKate2-положительных одиночных клеток. MFI был подсчитан 

как среднее для отобранной клеточной популяции. Результаты анализировали в 

программном обеспечении FlowJo и представляли в виде среднего значения и 

стандартного отклонения на основе 3х биологических повторов. 

Анализ люминесценции 

Трансфекцию мРНК Fluc2 проводили по вышеописанному протоколу для 24х-

луночного планшета. Спустя 24 часа после трансфекции, клеточную среду удаляли и 

добавляли 200 мкл холодного Luciferase Assay Buffer (25мМ Tris-HCl pH 7.8; 1% Triton-

X100; 5мМ EDTA; 15мМ MgCl2; 75мМ NaCl; 2мМ DTT; 2мМ ATP). Планшеты 

инкубировали при +4⁰C в течение 20 минут. После лизиса суспензию из каждой лунки 

центрифугировали в отдельных 1.5мл пробирках при +4⁰C, 12 000 g, 5 мин, затем 190 мкл 

каждого супернатанта переносили в новый 24хлуночный планшет. Уровень 

люминесценции (представленный в относительных единицах люминесценции - RLU) 

измеряли с помощью ClarioStar Plus (BMG Labtech, Германия) после добавления в лунки 

10 мкл субстрата D-люциферина (D-luciferin Potassium Salt, GoldBio, США) с 



концентрацией 3 мг/мл на лунку. Данные анализировали в BMG Labtech CLARIOstar 

MARS Software. 

Гель-ретардация 

Для определения способности липосом к связыванию РНК, проводили гель-

ретардацию. Для этого растворы липосом 2X3 и 2X7 в PBS (15 мкл) смешивали с 

раствором РНК в PBS аналогичного объема. Растворы липосом доводили до 

определенного объема в зависимости от соотношения N/P. Для определения 

комплексообразования, образцы смешивали с 4x буфером для нанесения (Биолабмикс, 

Россия) и наносили на 1.5%-ный агарозный гель. Электрофорез проводили в течение 20 

минут при 120 В, 200 мА с последующим анализом геля с помощью GelDoc XR+ (Bio-Rad 

Laboratories Inc., США).  

In vivo эксперимент 

Для экспериментов in vivo использовали мышей линии BALB/c женского пола, в 

возрасте 2-4 недели. Для эксперимента мыши предварительно рассаживались по 

экспериментальным группам в раздельные клетки. Липоплексы из 10 или 30 мкг мРНК 

Luc2 и конкретного типа липосом формировали исходя из соотношения N/P=8/1 в PBS в 

качестве растворителя в течение 15 минут до инъекции мышам. Инъекции проводили 

внутримышечно в бедренную артерию. Спустя 4ч, 8ч, 24ч, 48ч, 72ч, 96ч, 120ч 

детектировали наличие экспрессии у мышей люциферазы путем введения им 

внутрибрюшинно 150 мкл D-люциферина с концентрацией 24 мг/мл. Для детекции 

люминесценции мышей мягко анестезировали с помощью изофлурана и спустя 15 минут 

после инъекции проводили визуализацию биолюминесценции с помощью IVIS Lumina II 

(Life sciences).  

Результаты и обсуждение 

Оптимизация синтеза и трансфекции мРНК в клетки человека и выявление 

структуры репортерных мРНК, необходимой для их эффективной трансляции 

Для получения мРНК, кодирующих зеленый флуоресцентный белок (hMGFP), 

красный флуоресцентный белок mKate2 и люциферазу светлячка (FLuc) были 

синтезированы ДНК-матрицы, содержащие промотор РНК-полимеразы фага T7, 

требуемые последовательности генов, а также последовательности UTR, фланкирующие 

рамку считывания с 5’- и 3’- концов. В качестве исходных матриц для получения 

репортерных генов использовали плазмиду pCDH-EF1a-Luc2-IRESmKate2 [11] и phMGFP 

(Promega, США). Синтез РНК проводили с использованием метода транскрипции in vitro 



T7 РНК-полимеразой. Полученные РНК содержали модификации в виде псевдоуридина 

(полная замена уридина на псевдоуридин) и структуры кэпа на 5’-конце. Синтез мРНК 

включал также стадии обработки фосфатазой и ферментативного полиаденилирования 

(Рис. 2).  

 

Рисунок 2. Структуры используемых аналогов структуры кэп: ARCA (А), кэп AG 

(m7GAmG, Б). В – Схема синтеза мРНК методом транскрипции in vitro, последующей 

очистки и анализа состава. 

ДНК-матрицы были сконструированы и синтезированы в двух вариантах: для 

включения аналога кэпа ARCA и варианта кэпа AG (Рис. 2А, Б). Такие варианты матриц 

отличаются последовательностью нуклеотидов: для эффективного включения ARCA 

необходимы нуклеотиды GGG, следующие сразу за протомотором ДНК-зависимой РНК-

полимеразы фага T7; для включения кэпа AG необходимы нуклеотиды AGG.  

Для подтверждения функциональности полученной мРНК hMGFP проводили 

трансфекцию клеток HEK293T/17 и A549 с разными концентрациями в комплексе с 

коммерческим трансфицирующим агентом Липофектамин 3000. Было показано, что при 

трансфекции мРНК GFP в концентрации 0.5-8.0 мкг/мл удается детектировать 

флуоресценцию в клетках человека. По данным цитофлуориметрии при концентрации от 

2.0 мкг/мл удавалось достичь 50 % GFP-положительной популяции (Рис. 3).  



 

Рисунок 3. Оценка эффективности доставки и трансляции hMGFP после трансфекции 

клеток HEK293T/17 разными концентрациями мРНК (0,5-8,0 мкг/мл) с помощью 

Липофектамина 3000 методами микроскопии (А) и проточной цитофлуориметрии (Б, В). 

Аналогичный эксперимент был проведен с мРНК mKate2. Было показано, что при 

трансфекции мРНК mKate2 в концентрации 0.5-8.0 мкг/мл удается детектировать 

флуоресценцию в клетках человека. По данным цитофлуориметрии при концентрации от 

2.0 мкг/мл и выше удавалось достичь 70 % эффективности трансфекции. (Рис. 4) 



 

Рисунок 4. Оценка эффективности доставки и трансляции mKate2 после трансфекции 

клеток HEK293T/17 разными концентрациями мРНК (0,5-8,0 мкг/мл) с помощью 

Липофектамина 3000 методами микроскопии (А) и проточной цитофлуориметрии (Б, В). 

На модели hMGFP проводили оценку влияния UTR на эффективность экспрессии 

целевого белка с искусственных мРНК в клетках человека. Было показано, что добавление 

UTR позволило повысить уровень экспрессии hMGFP после трансфекции клеток мРНК в 

два раза (Рис. 5).  



 

Рисунок 5. Оценка влияния UTR гена HBB на эффективность трансляции мРНК hMGFP 

в    клетках человека методом проточной цитофлуориметрии. 

В ходе экспериментов по подбору модификаций мРНК было установлено, что 

более эффективную трансляцию в клетках человека обеспечивает полное замещение 

уридина на псевдоуридин в последовательности мРНК. Также было показано, что 

ферментативное полиаденилирование обеспечивает эффективную экспрессию мРНК в 

клетках человека в отличие от короткого синтетического полиА-хвоста длиной до 60 

нуклеотидов. Было показано, что отсутствие полиА-хвоста достаточной длины (порядка 

150-200 н.) приводило к возникновению цитотоксического эффекта при трансфекции 

мРНК в клетки, который был обусловлен активацией каскада интерферонового ответа. 

Определение физико-химических характеристик липидных доставщиков и их 

способности к формированию липоплексов с мРНК, обеспечивающих их 

эффективную экспрессию in vitro 

В своем исследовании мы нацелены на расширение спектра катионных липосом, 

применяемых для доставки искусственных мРНК в клетки млекопитающих. За основу мы 

взяли описанные ранее в нескольких работах катионные липосомы 2X3:DOPE и 

2X7:DOPE, которые представляют собой поликатионные амфифилы в комплексе с 

вспомогательным липидом [12,13]. Ранее были опубликованы данные, показывающие 

эффективность доставки плазмид, малых интерферирующих РНК, а также искусственных 

мРНК в клетки человека с помощью катионных липосом с разным соотношением 2X3 и 

DOPE [14-18]. 

В первую очередь, мы проанализировали физико-химические харктеристики 

катионных липосом. Метод динамического светорассеяния был использован для оценки 

гидродинамических диаметров липосом и их дзета-потенциалов. Было установлено, что 

липосомы имеют размер в диапазоне 60-80 нм. При этом липосомы демонстрируют дзета-

потенциал от 43 до 60 мВ. 



 

Рисунок 6. Оценка гидродинамического диаметра (A), ζ-потенциала (Б) и PDI катионных 

липосом (В). Данные представлены как среднее±SD. 

Далее мы провели аналогичное исследование липоплексов, сформированных с 

мРНК при разных соотношениях N/P. Было установлено, что комплексы с мРНК, 

сформированные при N/P выше 2/1, имеют гидродинамический диаметр менее 150 нм 

(Рис. 6) Было показано, что заряд увеличивается с увеличением соотношения N/P. В 

диапазоне N/P больше 4/1 все липоплексы имели положительный заряд больше 20 mV. 



 

Рисунок 7. Оценка гидродинамического диаметра (А), ζ-потенциала (Б) и PDI (В) 

комплексов катионных липосом с мРНК. Данные представлены как среднее±SD. 



Для оценки доли мРНК, включившейся в состав липоплексов при разных 

соотношениях N/P, проводили гель-ретардацию этих липоплексов и свободной мРНК в 

качестве контроля. При этом, наблюдали значительное изменение подвижности полос 

мРНК в геле для дорожек, соответствующих липоплексам с соотношением N/P более 4/1. 

Данный результат согласуется с результатами трансфекции мРНК в клетки человека, 

показывающей наибольшие уровни сигнала при этих соотношениях. Несмотря на 

изменение ζ-потенциала липоплексов уже для соотношения N/P=2/1, доля РНК в составе 

липоплексов является достаточно низкой.  

 

Рисунок 8. Гель-ретардация липоплексов, содержащих в своем составе липосомы 2X7 (A) 

и 2X3 (Б). 

Далее мы проводили анализ эффективности доставки мРНК красного 

флуоресцентного белка mKate2 в клетки HEK293T/17 с помощью катионных липосом при 

разных соотношениях N/P. Было установлено, что при низких соотношениях N/P, при 

которых липоплексы имеют отрицательный ζ-потенциал, доставка мРНК происходит 

неэффективно. Доля эффективно трансфицированных клеток увеличивается с 

повышением N/P. Можно сделать вывод, что наиболее удачным является соотношение 

N/P 4/1, так как в таких условиях наблюдали высокую долю трансфицированных клеток и 

высокий относительный уровень флуоресценции mKate2. При N/P=16/1 наблюдали 

заметное снижение относительной флуоресценции в клетках, что по-видимому, было 

связано с цитотоксичностью липоплексов в таких условиях. Стоит отметить, что в 



исследуемых условиях катионные липосомы 2X3-DOPE и 2X7-DOPE демонстрировали 

схожий уровень эффективности трансфекции клеток человека. 

 

Рисунок 9. Эффективность доставки мРНК mKate2 катионными липосомами 2X3-DOPE и 

2X7-DOPE при разных соотношениях N/P через 24 часа после трансфекции клеток 

HEK293T/17. Данные представлены как среднее±стандартное отклонение. 

Оптимизация доставки мРНК репортерных генов в составе липоплексов для 

экспериментов in vivo 

Таким образом, высокая эффективность трансфекции клеток липоплексами, 

содержащими 2X3 и 2X7 липосомы была подтверждена in vitro. Для наиболее 

эффективной доставки комплексов с РНК в условиях in vivo, мы использовали варианты 

вышеописанных липосом с PEG (полиэтиленгликолем). Согласно литературным данным, 



липосомы с PEG демонстрируют меньший разброс в размере частиц, более высокую 

эффективность трансфекции в присутствии сыворотки и более продолжительное время 

циркуляции в кровотоке в сравнении с липоплексами без PEG [19]. Для подтверждения 

этих данных, мы в первую очередь оценили физико-химические свойства этих липосом в 

составе липоплексов (Рис. 10): 



 

Рисунок 10. Оценка гидродинамического диаметра, ζ-потенциала и полидисперсного 

индекса (PDI) комплексов катионных липосом, содержащих 2% PEG, и мРНК. Данные 

представлены как среднее±стандартное отклонение. 

Было выявлено, что физико-химические характеристики этих липосом для 

соотношения N/P, используемого нами для in vivo экспериментов (8/1), не практически не 



отличаются от липоплексов, не содержащих PEG. Это может позволять данным 

липоплексам эффективно доставлять искусственные мРНК в условиях in vivo. 

Для подтверждения эффективности этих липосом в доставке мРНК in vivo, был 

проведен ряд экспериментов по выявлению оптимального состава липосом в липоплексах 

и оптимальной структуры РНК для эффективной трансляции мРНК люциферы светлячка 

(mLuc2) in vivo; в качестве модельного животного использовали лабораторную мышь 

(Mus musculus). 

На начальном этапе выявляли оптимальное соотношение основного липида в 

составе липосом к вспомогательному (DOPE; Рис. 11): 

 

Рисунок 11. Сравнительный анализ доставки мРНК Luc2 in vivo для липоплексов, 

содержащих в своем составе липосомы 2X3-DOPE 1:2+2%PEG и 2X3-DOPE 1:3+2%PEG. 

Данные представлены как среднее±стандартное отклонение. 

Анализ люминесцентного сигнала, полученного с помощью системы визуализации 

IVIS, показал, что липосомы  2X3-DOPE 1:3+2%PEG более эффективны в доставке мРНК 

in vivo, нежели 2X3-DOPE 1:2+2%PEG, и позволяют дольше проводить экспрессию мРНК. 

Это может говорить о том, что с увеличением концентрации вспомогательного липида 

DOPE в составе липосом увеличивается эффективность доставки мРНК в составе 

липоплексов и продолжительность ее экспрессии in vivo.   

С использованием ранее подобранных липосом 2X3-DOPE 1:3+2%PEG 

формировали липоплексы, содержащие мРНК Luc2 с различными 5’- и 3’-UTR в их 

составе для выявления наиболее эффективной в экспрессии мРНК (Рис. 12): 



 

Рисунок 12. Сравнительный анализ доставки мРНК Luc2 с 5’- и 3’-UTR β-глобина 

человека и мРНК Luc2 с 5’UTR-4 – и 3’-UTR AES-mtRNR1 in vivo для липоплексов, 

содержащих в своем составе липосомы 2X3-DOPE 1:3+2%PEG. Данные представлены как 

среднее±стандартное отклонение. 

Было продемонстировано увеличение уровня сигнала для мышей, которым вводили 

липоплексы, содержащие в своем составе мРНК с комбинацией 5’UTR-4 – и 3’-UTR AES-

mtRNR1,  в 5 раз для временных точек более 48ч после момента введения препарата. 

Таким образом, для дальнейших экспериментов по выявлению наиболее оптимального 

состава липоплексов использовалась данная мРНК. 

Наконец, мы проводили сравнительный анализ известных по литературным 

данным липосом 2X3-DOPE 1:3 и ранее не использовавшихся в исследованиях липосом 

2X7-DOPE 1:3 на примере доставки мРНК с ранее заданной структурой (Рис. 13): 



 

Рисунок 13. Сравнительный анализ доставки мРНК Luc2 in vivo для липоплексов, 

содержащих в своем составе липосомы 2X3-DOPE 1:2+2%PEG и 2X7-DOPE 1:3+2%PEG. 

Было показано, что липосомы с основным липидом 2X7 позволяют производить 

доставку мРНК in vivo на уровне сравнимом с липосомами 2X3-DOPE. 

  



Заключение 

1. Определена структура репортерных мРНК, оптимальная для их трансляции в 

клетках млекопитающих. Показано, что включение в состав мРНК 5’- и 3’-

нетранслируемых областей (UTR) увеличивает уровень трансляции репортерных 

мРНК в клетках человека в 2-3 раза, при этом UTR β-глобина демонстрируют 

меньшую эффективность в трансляции in vitro и in vivo по сравнению с 

комбинацией 5’UTR-4 и 3’UTR AES-mtRNR1, впервые использованная в данной 

работе.  

2. Определены физико-химические характеристики катионных липосом 2X3-DOPE и 

2X7-DOPE: размеры липосом составили 60-80 нм, а их дзета-потенциал 

варьируется в пределах +43 - +60 mV. Показано образование прочных комплексов 

липосом с РНК (липоплексов) при соотношениях N/P выше 4/1, при этом 

наблюдается увеличение заряда частиц и незначительное увеличение их размера в 

сравнении с изолированными липосомами. Для экспериментов in vivo показана 

необходимость наличия полиэтиленгликоля (PEG) в составе липидных частиц. 

3. Определены оптимальная концентрация мРНК и липосом в составе липоплексов 

для трансфекции клеток человека. Высокий уровень сигнала наблюдается при 

концентрации мРНК более 2 мкг/мл клеточной среды и соотношении N/P выше 4/1. 

При этом для N/P более 8/1 в популяциях клеток наблюдается возрастающая 

цитотоксичность при высоком уровне доставки мРНК в клетки и высоком уровне 

ее экспрессии. 

4. В экспериментах in vivo показана наибольшая эффективность липоплексов с 

соотношением основных липидов 2Х3 и 2Х7 к вспомогательному липиду DOPE в 

соотношении 1:3. Экспрессия мРНК Luc2 в месте внутримышечного введения 

наблюдается более 7 дней. При этом доставка мРНК с помощью липосом 2X3-

DOPE позволяет получать повышенный сигнал по сравнению с доставкой с 

помощью 2X7-DOPE. 
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http://www.vector.nsc.ru/userfiles/files/diss/filippova/afilippova.pdf
https://docplayer.ru/65825424-Medicinskiy-alfavit-26-2017-tom-3-sovremennaya-laboratoriya.html
http://biblioclub.ru/index.php?page=book_red&id=469355
http://emll.ru/find?iddb=17&ID=RUCML-BIBL-0001401885
http://emll.ru/find?iddb=17&ID=RUCML-BIBL-0001391352
http://emll.ru/find?iddb=17&ID=RUCML-BIBL-0001403646
http://biblioclub.ru/index.php?page=book_red&id=473914
http://biblioclub.ru/index.php?page=book_red&id=473915
http://biblioclub.ru/index.php?page=book_red&id=468840
https://sochisirius.ru/obuchenie/nauka/smena578/3070
https://e.lanbook.com/journal/issue/303111
https://iskitim.bezformata.com/listnews/test-na-koronavirus-v-novosibirskoj/83418731/
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http://linkstars.ru/site/lenpromjekspertiza__jekspertnye_uslugi.html/
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[41] 0%
не указано
http://ivo.garant.ru

03 Авг 2022 СПС ГАРАНТ: аналитика 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[42] 0%
Способ получения наноразмерной с…
http://findpatent.ru

25 Июн 2015 Патенты СССР, РФ, СНГ 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[43] 0%
Способ очистки вируса осповакцины …
http://findpatent.ru

25 Июн 2015 Патенты СССР, РФ, СНГ 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[44] 0%
Средство для нейтрализации вируса н…
http://findpatent.ru

25 Июн 2015 Патенты СССР, РФ, СНГ 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[45] 0%
не указано
http://ivo.garant.ru

04 Авг 2022 СПС ГАРАНТ: аналитика 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[46] 0%
Т. 2
http://emll.ru

08 Июл 2017 Медицина 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[47] 0%
Теоретические основы новых направ…
http://emll.ru

21 Дек 2016 Медицина 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[48] 0%
Interpretation of radioimpedance soun…
https://ieeexplore.ieee.org

04 Ноя 2013 IEEE 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[49] 0%
253573
http://biblioclub.ru

19 Апр 2016 Сводная коллекция ЭБС 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[50] 0% Джаксыбаев Арыстан.16-111 08 Июн 2023 Кольцо вузов 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[51] 0%
Экраны электромагнитного излучени…
http://dep.nlb.by

11 Ноя 2016 Диссертации НББ 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[52] 0%
Поздравляем директора Российско-а…
http://barnaul.bezformata.com

17 Авг 2019 СМИ России и СНГ 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[53] 0%
Технология микроволнового обезво…
http://diss.natlib.uz

23 Июл 2021 Коллекция НБУ 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[54] 0%
Исследование интеллектуализации эл…
http://diss.natlib.uz

07 Сен 2021 Коллекция НБУ 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[55] 0%
Влияние аналогов малых ядрышковы…
http://earthpapers.net

04 Июл 2016 Интернет Плюс* 0 2
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[56] 0%
Противоопухолевое средство тритер…
http://findpatent.ru

25 Июн 2015 Патенты СССР, РФ, СНГ 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[57] 0%
Чунков, Магомед Магомедрасулович…
http://dlib.rsl.ru

01 Янв 2021 Сводная коллекция РГБ 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[58] 0%
Разработка и исследование метода ф…
http://diss.natlib.uz

29 Авг 2014 Коллекция НБУ 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[59] 0%
Разработка и исследование метода ф…
http://diss.natlib.uz

29 Авг 2014 Коллекция НБУ 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[60] 0%
https://www.gubkin.ru/diss2/files/d4-M…
https://gubkin.ru

13 Янв 2022 Интернет Плюс* 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

[61] 0%
Получение, характеристика и примен…
http://emll.ru

21 Дек 2016 Медицина 0 1
Источник исключен.
Причина: Маленький процент
пересечения.

http://ivo.garant.ru/#/document/38233074
http://www.findpatent.ru/patent/252/2527681.html
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http://barnaul.bezformata.com/listnews/shapovala-s-zashitoj-doktorskoj-dissertatcii/75826489/
http://diss.natlib.uz/ru-RU/ResearchWork/OnlineView/47002
http://diss.natlib.uz/ru-RU/ResearchWork/OnlineView/47502
http://earthpapers.net/vliyanie-analogov-malyh-yadryshkovyh-rnk-na-ekspressiyu-genov-cheloveka#2
http://www.findpatent.ru/patent/240/2401273.html
http://dlib.rsl.ru/rsl01010000000/rsl01010623000/rsl01010623200/rsl01010623200.pdf
http://diss.natlib.uz/ru-RU/ResearchWork/OnlineView/27141
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https://www.gubkin.ru/diss2/files/d4-Melnikov_dp/Dissertation_Melnikov_DP.pdf
http://emll.ru/find?iddb=17&ID=RUCML-BIBL-0001355271


ФЕДЕРАЛЬНОЕ ГОСУДАРСТВЕННОЕ БЮДЖЕТНОЕ УЧРЕЖДЕНИЕ 

НАУКИ ИНСТИТУТ ХИМИЧЕСКОЙ БИОЛОГИИ И  

ФУНДАМЕНТАЛЬНОЙ МЕДИЦИНЫ СИБИРСКОГО ОТДЕЛЕНИЯ 

РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК 

 

Отчёт о проверке текста научно-квалификационной работы на 

объём заимствования 

 

 

Антропов Денис Николаевич 

 

«Разработка систем детекции нуклеиновых кислот и регуляция экспрессии 

генов с использованием белков геномного редактирования семейства Cas» 

 

 

Оригинальность работы составляет 91.59%, что соответствует требованиям 

порядка и условиям допуска научно-квалификационных работ к защите на 

заседании Итоговой аттестации в аспирантуре ИХБФМ СО РАН. 
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